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Ⅰ 要約 
背景：LIV-1 は STAT3 の下流標的分子で、上皮間葉形質転換(Epithelial to mesenchymal 
transition: EMT)に重要な役割を演じている Snail の核内移行に必須であることが明ら
かにされている。しかしながら、膵癌進展における LIV-1 の関与についてはこれま
で報告がない。 
方法：Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)を用いて、9 つ
の細胞株(8 癌細胞株、1 正常膵管上皮細胞株)と膵組織 24 例(癌 12 例、正常組織 12
例)の LIV-1 mRNA 発現レベルを検討した。72 例の膵癌で免疫染色を行い、LIV-1 蛋
白の局在部位を確認し、発現レベルと臨床病理学的因子との関連を検討した。膵癌
細胞株 Panc-1 において LIV-1 siRNA を安定発現させ発現抑制株を作成することによ
って、膵癌細胞における LIV-1 の生物学的効果と EMT への関与を検討した。 
結果：膵癌細胞株と膵癌組織は、それぞれ正常膵管上皮細胞株および膵正常組織よ
りも LIV-1 mRNA の発現が高かった。免疫染色では、膵癌の 76.4%で LIV-1 発現が
みられ、LIV-1 発現レベルは 50mm 以上の腫瘍とリンパ管浸潤に有意に関連があっ
た。LIV-1 発現抑制細胞では、in vitro では細胞増殖、足場非依存性増殖、細胞移動
能が有意に抑制され、in vivo では腫瘍形成と転移形成が有意に抑制された。さらに、
LIV-1 siRNA 発現細胞では Snail の核内発現が減少し、E-cadherin 発現が増加した。 
結論：以上の結果から、LIV-1 は EMT 誘導因子であり、ヒト膵癌細胞のさらなる悪
性化形質の獲得に関与していることが考えられた。 
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Ⅱ 研究背景 
亜鉛は50以上の異なる酵素クラスを代表する300種以上の酵素のコファクターで
あり、細胞成長に必須である(1)。亜鉛は蛋白や核酸、炭水化物、脂質の代謝と、遺
伝子転写、細胞の分化、発達、増殖に重要な役割を果たしている(2)。そのため、亜
鉛の欠乏は成長を妨げ、深刻な代謝障害をひきおこす(3)。また、亜鉛過剰によって
神経細胞障害が生じ(4)、亜鉛過剰も細胞に有害であるため、細胞内の亜鉛濃度は特
異的亜鉛輸送体蛋白によって厳密に制御されている。さらに、亜鉛の異常分布が腫
瘍形成を促進する可能性も報告されている(5,6)。 
亜鉛輸送体蛋白には 2 つのファミリーがあることが知られている。この 2 つのフ
ァミリーは亜鉛輸送について反対の作用を有し、ZnT (zinc transporters)ファミリー
(SLC30A)は亜鉛を細胞外へ出すか、細胞質から細胞内のコンパートメントへ閉じ込
める働きをし(7)、ZIP(Zrt-, Irt-like Proteins)ファミリー(SLC39A)は亜鉛を細胞外や細
胞内のコンパートメントから細胞質へ取り込む働きをする(8)。LIV-1(SLC39A6)は
LZT (LIV-1 subfamily of ZIP zinc transportes)と呼ばれる ZIP サブファミリーの一員
(member 6)で(9)、8 つの膜貫通領域を有する蛋白である。LIV-1 は乳腺、前立腺、胎
盤、腎、下垂体、脳梁で発現が高く、正常細胞では亜鉛輸送体として機能し、細胞
内亜鉛レベルを上昇させる機能を有する(10)。近年、ZIP ファミリー(SLC39A)の様々
なメンバーが病態に関与しているという報告が増えており、亜鉛輸送体の発現異常
が無制御な増殖をきたし癌を生じる可能性が示唆されている(11)。LIV-1 は乳癌細胞
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株 ZR-75-1 でエストロゲン誘導性遺伝子として最初に同定され(12)、その発現と乳
癌のリンパ節転移に関連がみられたことから、癌の転移のメカニズムにも関与する
分子である可能性が示されている(13)。 
上皮間葉形質転換(epithelial to mesenchymal transition : EMT)は胚発生や組織のリモ
デリング、創傷治癒において普遍的で必須な現象である。EMT が生じると、上皮細
胞が間葉系の細胞形態を示し、細胞間接着の消失がみられ、細胞移動能が亢進する
(14,15,16)。このことから、EMT は悪性腫瘍の進展と転移に重要な現象であると考え
られている(17,18)。膵癌は最も予後の悪い消化器癌のひとつで、膵癌が悪性度の高
い性質を獲得するメカニズムは未だ完全には解明されていないが、最近の我々の検
討によって EMT が膵癌の浸潤転移を促進するメカニズムのひとつであることが示
唆された(19,20,21)。 
Yamashita らは、ゼブラフィッシュ胚で LIV-1 の発現を antisense によってノックダ
ウンするとオーガナイザー(形成体)細胞の移動不全と体長の異常が生じることを示
し、LIV-1はオーガナイザー細胞のEMTに必須であることを示した(22)。また、STAT3
を antisense でノックダウンした原腸胚のオーガナイザー細胞では LIV1 mRNA の発
現が消失すること、ヒト前立腺癌細胞 DU145 においても、STAT3 を siRNA でノッ
クダウンすると LIV-1 発現が抑制されたことから、ゼブラフィッシュと哺乳類の両
者の細胞で、LIV1 が STAT3 の下流標的分子であることが確認された。さらに、ゼ
ブラフィッシュ胚における検討で、EMT の重要な誘導因子である Snail の存在下で
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は STAT3 ノックダウン胚に外因性 LIV-1 mRNA を投与すると、オーガナイザー細胞
の移動能が復活すること、また、LIV-1 ノックダウン胚では Green fluorescent protein
で標識した Snail が核内から消失することが示された。つまり、LIV-1 は Snail が活
性化し核へ移動する過程に必須な分子であり、EMT に重要な役割を有することが明
らかになった。一方、STAT3 の活性化は膵癌においても広く認められ、活性化 STAT3
による膵癌の増殖、浸潤、転移への関与が明らかにされている(23)。よって、STAT3
の標的分子である LIV-1 が膵癌進展に EMT を介して関与する可能性が考えられる。 
ごく最近の報告で、子宮頚癌細胞においても LIV-1 は高発現し、siRNA による発
現抑制が細胞移動と浸潤能の低下、p44/42 MAPkinase の不活性化および Snail/Slug
発現の減弱を誘導することが示され、LIV-1 が子宮頚癌細胞の EMT に関与し、浸潤
と転移を促進することが示唆された(24)。しかし、現在までに膵癌における LIV-1
発現および EMT との関連については報告がなかった。そこで、私は膵癌細胞の悪性
形質獲得に対する LIV-1 の関与について検討を行った。 
 
 6
Ⅲ 研究目的  
本研究においては、以下の項目につき明らかにする事を目的とした。 
1 ヒト膵癌細胞株および膵癌組織における LIV-1 発現 
2 LIV-1 が膵癌細胞株に与える生物学的効果 
3 LIV-1 発現抑制による EMT マーカーの変化
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Ⅳ 研究材料と方法  
1 使用細胞株と細胞培養、RNA 抽出、Reverse-transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) 
8 つのヒト膵癌細胞株 ASPC-1、BXPC-3、PANC-1、MIAPaCa-2(American Type 
Culture Collection, Manassas, VA)；KLM-1(25)、PK-45P(26)、PK-9(27)、NOR-P1(28) (東
北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター)を用い、10％ウシ胎児血清(Miles, 
Kankakee, IL)添加 Dulbecco's Modified Eagle Media(DMEM, Invitrogen, Grand Island, 
NY)、あるいは 10％ウシ胎児血清添加 RPMI 1640 にて 37°C、5％CO2存在下にて培
養を行った。正常ヒト膵管上皮細胞株(human pancreatic duct epithelial cells : HPDE) 
(29) は Dr. Ming-Sound Tsao (Ontario Cancer Institute)から譲り受け、50 ng/ml bovine 
pituitary extract, 5 ng/ml epidermal growth factor 添加 keratinocyte-serum free medium に
て 37°C、5％CO2 存在下にて培養を行った。 
培養細胞からのRNA抽出は各種処理の後にRNeasy kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
を使用し、プロトコールに従って行った。DNA の混入を防ぐため、DNaseI (QIAGEN)
を用いて DNA 消化を行った。分光光度計を用いて RNA の定量後、RETROscript kit 
(Ambion, Austin, TX)の手順に従って 1μg の RNA から 20μl の cDNA を合成した。各
種遺伝子の mRNA 発現レベルを定量するために LightCycler と LightCycler - FastStart 
DNA Master SYBR Green I (Roche diagnostics, Basel, Switzerland)を用い、Real-time 
RT-PCR を行った。アニーリング温度は 54°C とした。それぞれの PCR 反応の特異性
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を melting curve analyses で確認した。各々の標的遺伝子の発現レベルは対応する
GAPDH の発現レベルで標準化を行った。全ての実験は少なくとも 3 回、独立したサ
ンプルを用いて行い、代表的な結果を示した。標的遺伝子と使用されたプライマー
配列は以下の通りである。 
LIV-1,  
5’ATGCCAGTGGTAGAAGGAATG3’/ 5’CTTTTCGGGGCTCACTCACAG3’ 
GAPDH,  
5’GGCGTCTTCACCACCATGGAG3’/ 5’AAGTTGTCATGGATGACCTTGGC3’ 
E-cadherin,  
5’GGTGGGTGACTACAAAATCAATCT3’/ 5’TTCTCCGCCTCCTTCTTCATCATA3’ 
 
2 膵組織 
本研究は東北大学医学部倫理委員会で認可(承認番号：2006-326)され、個々の組織
検体提供者に研究の説明と研究への協力の同意を得ている。膵癌組織は東北大学病
院で 2005 年 5 月から 2007 年 8 月に行われた手術例から入手した。手術時に入手し
た組織検体は直ちに液体窒素で瞬間凍結し、-80°C で保管した。凍結組織検体(12 膵
癌組織、12 正常膵組織)から RNeasy kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を使用して total 
RNA 抽出を行った。DNA の混入を防ぐため、DNaseI (QIAGEN)を用いて DNA 消化
を行った。上記と同じように定量的リアルタイム PCR を行った。各々の組織検体の
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LIV-1 発現レベルは対応する GAPDH の発現レベルで標準化を行い、さらに Panc-1
細胞の LIV-1 発現レベルで標準化し比較した。 
 
3 Tissue microarrays 
膵癌検体は東北大学病院で 1997 年 12 月から 2006 年 4 月に行われた手術例から入
手した。上述の LIV-1 RNA 発現の検討に用いた膵癌組織とは 4 例のみ同一症例であ
った。Tissue microarray (TMA) analysis には 10% paraformaldehyde で一晩固定後パラ
フィン包埋した組織を用い、鏡検後に直径 3mm の punchingout core sylinders を用い
て TMA ブロックを作成した。同一患者の検体は隣接するように配置し同一条件で
正常組織と癌組織の比較ができるようにした。86 例の膵癌で 12 枚の TMA を作成し、
膵管乳頭粘液性腫瘍(IPMN)由来膵癌や腺扁平上皮癌などの組織型を除いた管状線癌
72 例を検討の対象とした。 
 
4 免疫染色 
 パラフィン切片をキシレンを用いて脱パラフィンし、エタノールで洗浄後 Target 
Retrival Solution (Dako, Carpenteria, CA)を用いてmicrowaveにて抗原賦活化を行った。
その後、histofine kit (Nichirei, Tokyo, Japan)を用い、avidin-biotinylated peroxidase 
complex (ABC) 法にて Diaminobenzidine (DAB) による発色を行った。一次抗体とし
てラビットポリクローナル SLC39A (LIV-1)抗体(Abcam K.K., Tokyo, Japan)を使用し
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た。Negative control として一次抗体のかわりに Phosphate buffered saline (PBS)を用い、
同様の過程で染色し、非特異的な反応がないことを確認した。さらに、代表的な膵
癌組織においても蛍光免疫染色を行った。蛍光免疫染色については別項に詳述する。 
免疫染色の反応の程度は、陰性、弱陽性、中等度陽性、強陽性の 4 段階に分類した。
各々、陰性：陽性細胞がない、弱陽性：陽性細胞が全体の 10 %未満、中等度陽性：
陽性細胞が全体の 10-50 %、強陽性：陽性細胞が全体の 50 %以上に観察される、と
定義した。免疫染色の反応程度の判定は 2 名の観察者が独立して評価した。 
 
5 RNA 干渉 
a) LIV-1 に対する small interfering RNA (siRNA)発現ベクターの作成 
siRNA Design Support system (Takara Bio Inc., 
http://www.takara-bio.co.jp/rnai/intro.htm) を利用して siRNA を設計し、下記に示す 2
本のオリゴヌクレオチド合成した。合成オリゴヌクレオチドをアニーリングし、制
限酵素BamHIとHind III で処理した pBAsi-U6 Neo DNA vector (Takara Bio Inc., Ohtu, 
Japan)にライゲーションした。 
5’-GATCCGTCACCACCATAGTCATAGTTCAAGAGACTATGACTATGGTGGTGAC
TTTTTTA-3’  
5’-AGCTTAAAAAAGTCACCACCATAGTCATAGTCTCTTGAACTATGACTATGGTG
GTGACG-3’ 
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このベクターはヒト U6 プロモーターの支配下でヒト LIV-1 ヌクレオチド(NCBI 
access number : NM_012319)の 1270 番から 1288 番塩基に対応する siRNA : 
GUCACCACCAUAGUCAUAG を産生するべく設計された。 
b) Panc-1 細胞への導入 
 LIV-1 抑制細胞株を樹立するため、上記の LIV-1 siRNA 発現ベクターを FuGENE 6 
transfection regent (Roche)を用いて Panc-1 細胞に遺伝子導入を行った。対照細胞株の
作成は PANC-1 細胞に LIV-1 siRNA 発現ベクターを含まない pBAsi-U6 Neo DNA 
vector (empty vector : EV)を遺伝子導入して作成した。遺伝子導入後、1200μg/ml の
G418 存在下で培養を継続してクローンの選択を行った。各細胞株における LIV-1 の
発現量を定量的 RT-PCR にて確認し、発現抑制が認められたクローンをその後の実
験に使用した。 
 
6 ウエスタンブロッティング 
細胞の全分画蛋白の抽出は、細胞を 150mM NaCl、50mM Tris-HCl、1% Nonidet P40、
0.5% sodium deoxycholate を含む lysis buffer を用いて溶解し、細胞溶解液を 4°C、
16000rpm で遠心分離することで行った。核分画蛋白の抽出には NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL)を説明書の使
用方法で使用した。ブラッドフォード反応により蛋白質濃度を定量後、等量の蛋白
質 を 含 む 上 清 に 5× sample loading buffer （ 1M Tris-HCl (pH 6.8), sodium 
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dodesylsulphate, glycerol and bromphenolblue）を加えて 100°C で 5 分間加熱し、電気
泳動に供した。電気泳動は 12.5 %ポリアクリルアミドゲル(Bio-Rad, Hercules, CA)を
用い、125 V で行った。泳動後のゲルはニトロセルロースメンブレン(Bio-Rad)に転
写し、5 %脱脂粉乳を含む Tween20-Tris buffered saline（TTBS）にて非特異反応のブ
ロッキングを行った。ブロッキング後、4°C で 16 時間一次抗体との反応を行った。
本研究で使用した一次抗体は以下の通りである。 
モノクローナルマウス E-cadherin 抗体(BD Biosciences), ポリクローナルラビット
GAPDH 抗体 (Trevigen, Geithersburg, MD), ポリクローナルラビット Snail 抗体
(Abcam), ポリクローナルラビット Lamin-B1 抗体(Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa 
Cruz, CA) 
TTBS により 5 分間の洗浄を 3 回行い、室温にて 1 時間二次抗体との反応を行った。
二次抗体は一次抗体に応じて horseradish peroxidase-conjugated 抗マウス抗体または
horseradish peroxidase-conjugated 抗ウサギ抗体(Amersham, Buckinghamshire, UK)を使
用した。特異バンドの検出には ECL™ western blotting detection reagents (Amersham, 
Buckinghamshire, UK)を使用した。 
 
7 蛍光免疫染色 
EV あるいは LIV-1siRNA 発現ベクター 導入 Panc-1 細胞株を BD FalconTM culture 
slides (BD Biosciences, San Jose, CA) にてサブコンフルエントになるまで培養し、所
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定の処理後にメタノール固定を行った。0.1% bovine serum albumin によるブロッキ
ングの後、一次抗体であるマウスモノクローナル E-cadherin 抗体(BD Biosciences)あ
るいはポリクローナルラビット Snail 抗体(Abcam)に 16 時間、4°C にて反応させ、二
次抗体は fluorescein-conjugated goat anti-mouse IgG あるいは fluorescein-conjugated 
goat anti-rabbit IgG (いずれも Jackson ImmunoResearch laboratories. Inc. West Grove, 
CA) を使用した。 核染色には propidium iodide (Wako)を使用した。蛍光免疫染色の
結果は BZ-8000 microscope (KEYENCE Co., LTD., Osaka, Japan)を用いて画像化した。 
 
8 細胞増殖能の評価 
LIV-1 発現抑制系での細胞増殖能を評価するため、血球計算板による直接計測と
BrdU kit (Roche diagnostics)を手順のごとく用いてブロモデオキシウリジン取り込み
アッセイを行った。直接計測に際してはディッシュあたり 5×104 個の各細胞を 6 ウ
ェルマイクロプレートにて通常培養液で培養し、24 時間ごと 4 日間細胞数を計測し
た。ブロモデオキシウリジン取り込みアッセイに際しては 1 ウェルあたり 5000 個の
各細胞を 96 ウェルマイクロプレートにて通常培養液で培養し、24 時間後、48 時間
後、72 時間後に吸光度計測を行った。proliferation index は各細胞株の 24 時間後の吸
光度で標準化した。全ての実験は triplicate で行い、代表的な結果を示した。 
 
9 ソフトアガーアッセイ 
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各細胞の足場非依存性増殖能の評価のため、ソフトアガーアッセイを行った。6
ウェルプレートに 10 %ウシ胎児血清・0.8 % Bacto Agar (BD Falcon)を含む DMEM 培
地を 1ml 注入し、上層に 1 ウェルあたり 5×103 個の細胞を懸濁した 10 %ウシ胎児血
清・0.3 % Bacto Agar を含む培地を 0.8ml 注入した。21 日間の培養後、細胞を nitroblue 
tetrazolium (Roche)で染色し、生存しているコロニーの数を無作為に抽出した 5 視野
で計測した。全ての実験は triplicate で少なくとも 2 回行い、代表的な結果を示した。 
 
10 スクラッチアッセイ 
細胞遊走能を評価するため、スクラッチアッセイを行った。各細胞は 12 ウェル細
胞培養プレートでコンフルエントになるまで培養し、滅菌チップの先端で 800μm の
幅で細胞シートに間隙を作成した。その後通常血清培地で 24-48 時間培養し、倒立
顕微鏡(Olympus MODEL CK2 対物レンズ 10X)で細胞の遊走状態を経時的に評価し
た。撮影は Olympus C2000 a digital camera で行った。 
 
11 ヌードマウス皮下移植モデル 
本研究は東北大学大学院医学系研究科動物実験委員会で認可された(承認番号： 
18-97)。腫瘍形成能を in vivo で評価するため、雌性無胸腺マウスを日本チャールス・
リバー株式会社から購入し、6 匹の皮下に 5×106 個の各細胞株を 100μl の PBS に懸濁
して注入した。腫瘍体積の計測は腫瘍が触知可能となってから 1 週間ごとに 14 週後
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まで行った。腫瘍体積（V）は腫瘍長径（L）と腫瘍短径（W）から V=L×W2×0.5 の
式で算出した。 
 
12 ヌードマウス同所移植モデル 
  in vivo における転移能を評価するため、日本チャールス・リバー株式会社から購
入した雌性無胸腺マウスを 10 %ネンブタール 250μl 腹腔内注入による麻酔後に開腹
し、1×106 個の EV あるいは LIV-1si 導入 Panc-1 細胞株を 50μl の PBS に懸濁して膵
尾部に注入した(各 13 匹、計 26 匹)。12 週後に犠牲死させ開腹後に肝転移巣の評価
を行った。 
 
13 統計学的解析 
  統計学的解析は Excel 統計 2004 (Social Survey Research Information Co., Ltd., Japan)
を用いて行った。LIV-1 発現と臨床病理学的因子との関連の検討には χ2 検定あるい
は 2×2 分割表におけるいずれかの期待値が 5 以下のときには Fisher's exact test を、
LIV-1 発現による生存解析には Kaplan-Meier 法および Log-rank 検定を、同所移植マ
ウスモデルにおける転移および腹膜播種の関連には Fisher's exact test、2 グループの
比較検討は unpaired t test もしくは Mann-Whitney U test を用いて行った。いずれも P
値が 0.05 以下を有意とした。 
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Ⅴ 結果 
膵癌細胞における LIV-1 発現 
 ヒト膵癌細胞株における LIV-1 mRNA 発現を検討した結果、6 つ(75%)の膵癌細胞
株で HPDE より LIV-1mRNA の発現が高く、Panc-1 で最も高いことが確認された(図
1A)。また、凍結膵癌組織での LIV-1mRNA 発現は正常組織よりも顕著に高発現であ
り、両者の間には統計学的有意差があった(3.76±0.26 vs 0.54±0.17, Mann-Whitney U 
test, P < 0.01, 図 1B)。次に膵癌 72 例において LIV-1 蛋白の発現と臨床病理学的因子
との関連を検討した。免疫染色では、LIV-1 蛋白は癌細胞の細胞質に局在しており、
癌周囲の間質や正常膵管、腺房細胞では発現程度が低かった(図 1 C,D,E,F)。免疫染
色の結果は表 1 にまとめたように、LIV-1 発現は膵癌 72 例中 55 例(76.4%)でみられ、
「強陽性」が 21 例(29.1%)、「中等度陽性」が 17 例(23.6%)、「弱陽性」が 17 例(23.6%)、
「陰性」が 17 例(23.6%)であった。「弱陽性」および「陰性」(34 例)と、「強陽性」
および「中等度陽性」(38 例)の 2 群に分け、臨床病理学的因子との関連を検討した
ところ、LIV-1 発現はリンパ管浸潤の有無(P=0.023)に有意な関連を認めた(表 1)。腫
瘍サイズについては、一般的に小さい腫瘍の基準で T 分類の T1 と T2 の基準でもあ
る 20mm で検討すると関連はなかったが、特に大きな腫瘍に LIV-1 発現が強かった
ため 50mm を基準にすると LIV-1 発現と有意な関連(P=0.044)を認めた。また、この
72 例で死因不明 1 例を除いた 71 例でカプランマイヤー法および Log-rank 検定によ
る生存解析を行った。「弱陽性」および「陰性」(n=33)では 50%生存期間は 510 日、
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「強陽性」および「中等度陽性」(n=38)では 50%生存期間は 436 日で、有意差はな
かった(P=0.1879)。なお、凍結膵癌組織と免疫染色が両方行われた症例は 4 例のみで
あったため、LIV-1 mRNA 発現と蛋白発現との関連については検討できなかった。 
 
LIV-1 特異的 siRNA の安定発現細胞株の作成と形態的変化 
 膵癌細胞における LIV-1 の機能解析を行うために、内因性 LIV-1 発現が最も高い
Panc-1 細胞に LIV-1 特異的 siRNA の発現ベクターを導入し LIV-1 抑制細胞株を作成
した。図 2A に示すように定量的リアルタイム RT-PCR によって LIV-1 発現が有意
に抑制されている Panc-1 細胞クローンを 2 つ(P11 および P18)樹立した。なお、G418
存在下で選択された 33 クローンの中で、LIV-1 発現が明らかに抑制されていたのは
この 2 株のみであり、以後示すように、いずれにも LIV-1 発現抑制による生物学的
効果がみられた。LIV-1 si 細胞(P11 および P18)では P-EV と比べて密な細胞接着がみ
られ、上皮細胞様の形態変化がみられた(図 2B)。つまり、LIV-1si 細胞(P11、P18)で
は、通常の Panc-1 に比較してより強い上皮細胞形質へと変化していると考えられた。 
 
LIV-1 発現抑制による細胞増殖と足場非依存性細胞増殖の変化 
血球計算板による直接計測では、LIV-1si 細胞(P11、P18)の増殖は P-EV 細胞に対
して 48 時間後までは差がなかったが、72 時間後に 50%減少、96 時間後に 60-70%の
減少を示した(72 h : 各々、P = 0.043、P =0.0395,  96 h : 各々、P = 0.0219、P =0.0249) 
 18
(図 3A)。BrdU asay では LIV-1si 細胞(P11、P18)の増殖は P-EV 細胞に対して 48 時間
後に 40-60%減少、72 時間後に 65-75%減少した(48 h : 各々、P = 0.0152、P =0.0035, 72 
h : 各々、P < 0.01、P =0.0008) (図 3B)。これらの結果から、LIV-1 発現抑制によって
膵癌細胞の増殖能が有意に抑制されることが示された。膵癌細胞における LIV-1 の
足場非依存性増殖への影響に関してはソフトアガーアッセイにて検討した(図 3C,D)。
LIV-1 発現が高い P-EV 細胞がソフトアガーにおいてもサイズ・数ともに大きなコロ
ニーを形成したのに対し、LIV-1si 細胞では少数の小さいコロニーしか形成されなか
った(図 3 C,D)。LIV-1si 細胞(P11、P18)は P-EV 細胞と比べ有意にコロニー形成が抑
制されていた(各々、P = 0.04、P < 0.01)。すなわち、LIV-1 抑制によって足場非依存
性増殖も抑制されることが示された。 
 
LIV-1 発現抑制による細胞移動能の変化 
LIV-1si 細胞の移動能をスクラッチアッセイで検討した。間隙形成の 24 時間後に
は、P-EV 細胞では間隙に細胞が多数みられたのに対し、LIV-1si 細胞(P18)ではほと
んど細胞がみられなかった(図 3E)。細胞増殖能の検討で 24 時間後の細胞増殖には
両細胞間で有意な差がみられないことから、間隙に存在する細胞数の差は増殖能の
差によるものではないと考えられた。すなわち、LIV-1 発現抑制によって膵癌細胞
の移動能が抑制されることが示された。 
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in vivo における LIV-1 発現抑制の効果 
LIV-1si 細胞の in vivo における腫瘍形成能を検討するために、P-EV 細胞と LIV-1si
細胞(P18)をそれぞれ 5x106 個ずつヌードマウスの背部に皮下移植した。移植の 14 週
後の腫瘤形成数は、P-EV 細胞 5/6 例、LIV-1si 細胞 2/6 例で統計学的有意差はみられ
なかったが(表 2A)、P-EV 細胞の腫瘤は体積が増大してゆくのに対し、LIV-1si 細胞
では腫瘤が形成されても増大しにくく、それぞれの腫瘤体積の平均は 10 週後から統
計学的有意差が生じた(図 4A, B)。次に、同所移植モデルにおいて LIV-1 発現抑制に
よる転移抑制効果を検討した。P-EV 細胞と LIV-1si 細胞(P18)をそれぞれ 1x106個ず
つヌードマウスの膵尾部に移植した。膵での腫瘍形成は P-EV 細胞で 13 例中 8 例、
LIV-1si 細胞では 13 例中 9 例で膵の腫瘍発生数には差がなかったが(表 2B)、膵腫瘍
の大きさは P-EV 細胞で明らかに大きな腫瘍が形成された(未提示データ)。肝転移は
P-EV 細胞移植群では 13 例中 6 例、LIV-1si 細胞移植群では 13 例中 2 例で生じたが、
統計学的有意差はなかった(表 2C)。腹膜播種は LIV-1si 細胞移植群ではみられず、
P-EV 細胞移植群では 13 例中 4 例に生じたが、統計学的有意差はなかった(表 2D)。
肝転移と腹膜播種のいずれかあるいは両方が生じた件数は、P-EV 細胞移植群では
13 例中 9 例、LIV-1si 細胞移植群では 13 例中 2 例となり、LIV-1si 細胞移植群の転移
あるいは播種の発生数は有意に少なかった(P =0.0154) (図 5C, 表 2E)。 
 
LIV-1 発現抑制による E-cadherin および Snail の細胞内局在と発現の変化 
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 LIV-1 の発現抑制による EMT への影響を検討するため、LIV-1si 細胞において、
上皮マーカーである E-cadherin と EMT の制御因子である Snail の局在変化を蛍光免
疫染色で検討した。図 5A に示すように、E-cadherin は P-EV 細胞では細胞質にび慢
性に存在したが、LIV-1si 細胞では細胞膜への強い局在を示した。一方、Snail は P-EV
細胞では核に局在していたのに対し、LIV-1si 細胞では細胞質や核に弱くび慢性に発
現していた(図 5B)。さらに、定量的リアルタイム RT-PCR とウェスタンブロッティ
ングによって、LIV-1si 細胞で E-cadherin 発現量増加が確認された(図 5C,D)。定量的
Real-time RT-PCR と細胞全分画蛋白のウェスタンブロッティングにおいては P-EV
細胞と LIV-1si 細胞で Snail の発現量に変化はなかったが(未提示データ)、核分画蛋
白における Snail の発現量は LIV-1si 細胞で減少していた(図 5E)。よって、LIV-1 抑
制によって Snail の発現量には変化がなかったが、Snail の核内移行が抑制されてい
ることが示唆された。これらの分子変化は、LIV-1 発現抑制によって Panc-1 細胞が
間葉系形質から上皮形質へ移行していること、つまり EMT の逆転換が生じているこ
とを示している。 
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Ⅵ 考察 
1 ヒト膵癌細胞株および膵癌組織における LIV-1 発現の検討 
多くの膵癌細胞株において HPDE より LIV-1 mRNA 発現レベルが高く、膵癌組織
においても正常膵組織よりも顕著に LIV-1 mRNA 発現レベルが高かった。LIV-1 発
現レベルと臨床病理学的因子の関連を検討すると、LIV-1 蛋白発現はリンパ管浸潤
(ly)と直径 50mm 以上の腫瘍とに有意な関連を認めた。乳癌においても LIV-1 mRNA
の発現がリンパ節転移に関連すると報告されている(13)ことから、LIV-1 が膵におい
ても癌の増殖や転移に関連していることが示唆された。 
一方、Kasper ら(30)は、LIV-1 蛋白発現レベルは乳癌の腫瘍サイズ、組織学的グレ
ード、臨床ステージと負の関連があり、LIV-1 発現レベルは乳癌患者の予後の良さ
と関連があったことを報告している。このように以前の報告(12,13)と相反した結果
の理由として、彼らは LIV-1 が STAT3 の下流標的分子であり、乳癌では STAT3 に
よる腫瘍抑制作用が時としてみられるためと推測している。実際に、乳癌では
STAT3 が核に発現している活性化例において、非発現例と比べると 5 年生存率が有
意に長いことが示されている(31)。しかし、膵癌では STAT3の活性化が広くみられ、
STAT3 抑制によって細胞増殖、浸潤・転移が抑制されることが認められている
(23,32)。つまり、膵癌においては、乳癌と異なり、STAT3 の活性化は腫瘍促進効果
を示す。すなわち、膵癌では、LIV-1 は STAT3 の下流標的分子として腫瘍進展促進
に寄与している可能性が考えられた。 
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1-a) 膵癌組織と Panc-1 細胞の LIV-1 mRNA 発現レベル 
組み替え蛋白を用いた検討によって、LIV-1 は細胞膜に局在することが報告され
ている(10)。しかし、今回の免疫染色では内因性 LIV-1 の細胞膜への発現はみられ
ず、細胞質に存在していた。Kasper ら(30)は、乳癌細胞株 ZR-75-1 において、内因
性 LIV-1 は小胞体のマーカー蛋白であるカルネキシンとともに共染色され、細胞膜
とゴルジ体にそれぞれ特異的に発現する E-cadherin と golgin-97 とはともに染色さ
れなかったことから、内因性 LIV-1 は細胞質の小胞体に局在することを示した。彼
らの乳癌組織における免疫染色においても、我々の結果と同様に、細胞質に LIV-1
発現を認めている。すなわち、本検討の結果から、膵癌組織においても乳癌と同様
に、内因性 LIV-1 は細胞質に発現していることが確認された。 
1-b) 膵癌組織と Panc-1 細胞の LIV-1 mRNA 発現レベル 
組織の LIV-1 mRNA 発現レベルの検討において、膵癌細胞株 Panc-1 の LIV-1 発現
レベルを比較基準として用いたが、膵癌組織では Panc-1 よりも 3-4 倍発現レベルが
高かった。用いた膵癌組織には間質も多く含まれるが、免疫染色では間質自体には
LIV-1 発現はほとんどみられないことから、実際の膵癌組織の癌細胞は培養細胞に
比べ LIV-1 の発現が高いことが示唆された。その理由として上皮間葉相互作用が考
えられる。膵癌では他の上皮性腫瘍と比較して、癌細胞の周囲にかなり豊富で密な
線維性間質を有し(33,34)、線維芽細胞は癌間質内に取り込まれ, コラーゲン線維を
産生する。この現象は desmoplastic reaction と呼ばれ, 活性化された線維芽細胞と癌
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細胞との相互作用は, 癌の進展に重要な影響を与えていることが示されてきた
(35,36,37)。つまり、間質を多く含む膵癌組織で膵癌細胞株 Panc-1 よりも LIV-1 発現
レベルが高いのは、間質細胞との相互作用による癌細胞の LIV-1 発現亢進によるも
のと推測される。 
 
2 LIV-1 が膵癌細胞株に与える生物学的効果の検討 
LIV-1 発現抑制細胞では、in vitro では細胞増殖、足場非依存性増殖、細胞移動能
が有意に抑制され、in vivo では腫瘍形成と転移形成が有意に抑制された。このこと
は、上述の臨床的検討で、LIV-1 発現はリンパ管浸潤と 50mm 以上の腫瘍とに有意
な関連が認められたことに矛盾しない。よって、LIV-1 は腫瘍の細胞増殖および移
動・浸潤・転移に関与していることが考えられた。亜鉛は DNA および RNA ポリメ
ラーゼの構成要素であるため成長の早い組織で非常に重要であり、正常細胞と癌細
胞の両者において成長の調節・保護的機能を有している。そのため、亜鉛輸送体で
ある LIV-1 は細胞増殖に深く関与していることが考えられる。本研究と同様に、子
宮頚癌において正常子宮組織より LIV-1 発現が高く、siRNA による LIV-1 発現抑制
で子宮頚癌細胞は細胞アポトーシスに影響を受けずに細胞増殖が抑制され、さらに
浸潤能も抑制されることが示された(24)。 
2-a) LIV-1ｍRNA と蛋白発現レベルの関係 
 Kasper ら(30)は、乳癌を含むいくつかの腫瘍細胞株で LIV-1 発現量を定量的リア
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ルタイム PCR、Genechip hybridization とウェスタンブロットを行い比較すると、
LIV-1 mRNA と蛋白発現量の間に解離がみられたと報告している。このような RNA
と蛋白量の不一致は他の蛋白ではすでに報告されており、亜鉛輸送体の ZnT6、ZnT5、
ZnT3 も同様である(38,39,40)。Gygi ら(41)は 150 以上の蛋白発現を調べ、mRNA 発
現量で蛋白発現量を完全に予測するのは不可能であることを証明している。以上よ
り、LIV-1 には変性蛋白の分解や一部の mRNA が翻訳されないなどといった転写後
の制御メカニズムの存在が考えられた。LIV-1 のグリコシル化(glycosylation)で蛋白
が安定化するのは、転写後制御機序の一例であるといえる(42,43)。本研究では、凍
結膵癌組織と免疫染色の両方が行われた症例は 4 例のみであったため、膵癌におけ
る LIV-1 mRNA 発現と蛋白発現との関連については検討できず、今後の検討を要す
ると思われた。 
 
3 LIV-1 発現抑制による EMT マーカーの変化の検討 
上皮間葉形質転換(EMT)は、胚発生や組織リモデリング、創傷治癒に必須な現象
であるとともに、悪性腫瘍の進行と転移においても重要な現象と考えられている
(17,18)。EMT の特徴は、細胞骨格アクチンとして認識される細胞間接着の分解と、
E-cadherin 発現抑制による細胞の分離である。亜鉛要求性転写因子 Snail は EMT の
重要な制御因子とされており、E-cadherin の転写を抑制する(44,45,46)。LIV-1 は前
述のように Snail の活性化を制御していることから、EMT に関連する分子であるこ
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とが確認されていた(22)。また、Snail は腫瘍における EMT とともに浸潤能の獲得
にも関与していることが示されている(46,47)。本研究で、LIV-1 siRNA 発現細胞株
は Panc-1 細胞と比べて細胞接着が密で、より上皮細胞様の形態的特徴を呈し、蛍
光免疫染色にて E-cadherin の細胞膜への強い局在がみられ、ウェスタンブロッティ
ングでは E-cadherin の発現増加が確認された。また、Snail は Panc-1 細胞では核へ
の局在がみられたが、LIV-1 発現抑制細胞では細胞質に弱くび慢性に存在し Snail
の核内移行が抑制されていると考えられた。LIV-1 発現抑制細胞におけるこれらの
分子変化は EMT が逆行している状態を示しており、LIV-1 が膵癌細胞における
EMT 促進に深く関与していることが示唆された。 
 これまでの報告と、本研究の結果から、LIV-1 は膵癌細胞の浸潤と転移に関与
していると考えられる。Snail は腫瘍における EMT とともに浸潤能の獲得にも関与
していることが示されており(46,47)、LIV-1 の浸潤転移抑制効果は Snail 活性の抑制
を介するものであると推測される。すなわち、LIV-1 は EMT を誘導することで膵癌
細胞の浸潤・転移能を亢進させていると考えられる。また、LIV-1 にはマトリクス
メタロプロテアーゼに類似した潜在的メタロプロテアーゼモチーフが存在するため
メタロプロテアーゼ活性を有する可能性があり(9)、LIV-1 自体の発現を抑制するこ
とによって癌の転移浸潤を抑制できる可能性もある。本研究での同所移植の検討で
も、肝転移と腹膜播種は LIV-1 発現抑制によって有意に抑制されることから、LIV-1
は複数の異なる転移浸潤機序に関与している可能性が考えられた。 
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Ⅶ 結論 
LIV-1 は膵癌において発現が高く、その発現はリンパ管浸潤(ly)と 50mm 以上の腫
瘍と関連していた。LIV-1 発現抑制によって、in vitro で膵癌細胞の増殖および移動
能、in vivo で腫瘍形成、転移が有意に抑制され、EMT が阻害された。これらのこと
から、LIV-1 を標的とする新しい膵癌治療法の可能性が示唆された。 
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Ⅸ 図説明 
図 1. 膵癌における LIV-1 発現。A：定量的リアルタイム RT-PCR による膵癌細胞
株と正常ヒト膵管上皮細胞(Human pancreatic duct epithelial cells : HPDE)の LIV-1 
mRNA発現レベルの比較を示す。HPDEに対して、6つの膵癌細胞株(Panc-1, NOR-P1, 
BxPC-3, PK-9, PK45-P, KLM-1)の LIV-1 mRNA発現レベルが高いことが確認された。
B：膵癌組織と正常膵組織における LIV-1 mRNA 発現レベルの比較。定量的リアル
タイム RT-PCR により、LIV-1 mRNA は正常組織に比べて癌組織で顕著に高発現で
あった。各検体の LIV-1 発現レベルは GAPDH 発現レベルで標準化し、さらに Panc-1
細胞の LIV-1 発現レベルを 1 として比較した。*, P < 0.01 C-F：免疫組織化学によ
るヒト膵癌組織の LIV-1 発現の検討。C：蛍光免疫染色では、周囲間質に比して癌
腺管で LIV-1 の強い発現を認め、細胞質への局在がみられた。核染色は PI (Propidium 
Iodide)で行った。D：LIV-1 強陽性と判定した膵癌組織像を示す。E：LIV-1 陰性と
判定した膵癌組織像。F：正常膵管における LIV-1 発現はほとんど認められなかっ
た。観察倍率は 40 倍である。 
 
図 2. LIV-1 siRNA 安定発現細胞株の樹立とそれらの形態変化。A：Panc-1 細胞に
LIV-1 特異的 siRNA 発現ベクターを安定導入し LIV-1 発現を抑制した。リアルタイ
ム RT-PCR により GAPDH 発現レベルで標準化した LIV-1 発現レベルを求め、empty 
vector を遺伝子導入したコントロール細胞(P-EV)と比較した。全ての実験は triplicate
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で行い、少なくとも 3 回繰り返し、代表的な結果を示した。 LIV-1 siRNA 発現ベク
ターの導入細胞(P11、P18)は LIV-1 発現が顕著に抑制されていることが示された。B：
LIV-1siRNA 発現細胞 P18 では P-EV よりも密な細胞接着がみられ、LIV-1 siRNA 発
現細胞株がより上皮細胞の性質を有することを示している。 
 
図 3.  Panc-1 細胞における siRNA による LIV-1 ノックダウンの効果。血球計算板
による直接計測 (A) と BrdU assay (B) により細胞増殖能を検討した。A：LIV-1 ノ
ックダウン細胞(P11、P18)の増殖は P-EV 細胞に対して 72 時間後に 50%減少、96
時間後に 60-70%減少した。*, P < 0.05.  B：BrdU asay では P11 と P18 細胞の増殖は
P-EV細胞に対して 48時間後に 40-60%減少、72時間後に 65-75%減少した。*, P < 0.05.  
**, P < 0.01  C,D：足場非依存性増殖はソフトアガーアッセイで検討した。LIV-1si
細胞(P11、P18)では P-EV 細胞に比べソフトアガーにおけるコロニーの形成が有意
に抑制されていた。*, P < 0.05.  **, P < 0.01  E：スクラッチアッセイでは、下段
の LIV-1si 細胞(P 18)では、上段のコントロール細胞(P-EV)に比べ、点線で示される
細胞間隙に移動した細胞が明らかに少なかった。 
 
図 4.  in vivo における LIV-1 発現抑制による腫瘍形成と転移に対する抑制効果。
A,B：P-EV 細胞と LIV-1si 細胞(P18)をそれぞれ 5x106 個ずつヌードマウスの背部の
右側と左側に皮下移植した。LIV-1si 細胞では有意に腫瘍増大速度が遅く腫瘍体積
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も小さかった。*, P < 0.05.  **, P < 0.01 C：P-EV 細胞の同所移植後 12 週目の所見
である。膵尾部に腫瘍が形成され(矢頭)、円の囲みで示すように肝転移(実線)と腹膜
浸潤(点線)が認められる。 
 
図 5. Panc-1 細胞における LIV-1 ノックダウンによる分子変化。A,B：E-cadherin (A)
と Snail (B)に対する蛍光免疫染色。LIV-1 siRNA 発現細胞(P18)では E-cadherin が細
胞膜に強く発現していた(A)。Snail は P-EV 細胞では核に明らかな局在がみられた
が、LIV-1si 細胞(P18)では細胞質および核に弱くび慢性に存在した(B)。C,D：リア
ルタイム RT-PCR (C) とウェスタンブロッティング (D) により LIV-1si 細胞(P18)
の E-cadherin 発現増加がみられた。E：核および細胞質の Snail 発現をウェスタンブ
ロッティングで検討した。LIV-1si 細胞(P18)では Snail の核内発現が減少し、細胞質
での発現が増加していた。Lamin B1 はローディングコントロールとして示した。 
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表 1. LIV-1 発現と臨床病理学的因子との関連 
     
    
LIV-1 
発現 
    
  陰性および 中等度～  
    弱陽性 強陽性  P 値 
年齢     
 < 60 10 16 0.2629 2 
 ≧60 24 22  
性別     
 男性 25 24 0.3461 2 
 女性 9 14  
進行度     
 I 1 4 0.3567 2 
 II 16 17  
 III 8 13  
 IV 8 5  
T 分類     
 T1 0 0 0.8228 2 
 T2 3 5  
 T3 17 19  
 T4 14 14  
リンパ節転移     
 陰性 9 13 0.4766 2 
 陽性 25 25  
病理組織学的分化度     
 高分化 4 1 0.0701 2 
 中分化 23 34  
 低・未分化 7 3  
腫瘍最大径   
 ≦20mm 4 3  
 > 20mm 30 35 0.7002 2 
   
 <50mm 30 26 0.0435 2 
 ≧50mm 4 12  
リンパ管侵襲     
 ly (-) 7 1 0.0227 1 
 ly (+) 27 37  
静脈侵襲     
 v (-) 2 1 0.5992 1 
 v (+) 32 37  
膵内神経浸潤   
 ne (-) 2 1 0.5992 1 
 ne (+) 32 37  
    
1 Fisher's exact test で検討。  2 χ2 test で検討. 
表 2. 皮下移植の腫瘤形成数の比較と同所移植による肝転移・腹膜播種の比較 
 
A 皮下移植の腫瘤形成 B 同所移植の膵腫瘤形成 
 
N 
 
腫瘤形成 
  
N 
 
膵腫瘤形成
P EV 6 5  P EV 13 8 
P 18 6 2  P 18 13 9 
P = 0.2424 (Fisher's exact test).  P = 1.0000 (Fisher's exact test). 
 
 
C 肝転移 D 腹膜播種 
 
N 
 
腫瘤形成 
  
N 
 
膵腫瘤形成
P EV 13 6  P EV 13 4 
P 18 13 2  P 18 13 0 
P = 0.2016 (Fisher's exact test).  P = 0.0957 (Fisher's exact test). 
 
 
E 肝転移あるいは腹膜播種 
 
N 
肝転移あるいは 
腹膜播種 
P EV 13 9 
P 18 13 2 
  P = 0.0154 (Fisher's exact test). 
